ARTYKULY

Wszechswiat, t. 117, nr 10—12/2016

DanIO PREGOWANY JAKO ORGANIZM MODELOWY
pr W BADANIACH NAD NOWOTWORAMI
C

Maciej Olszewski i Magdalena Pruszko (Warszawa)
Streszczenie

Wraz z rozwojem cywilizacyjnym i zwigzang z tym rosnacg dtugo$cia zycia zwigksza si¢ liczba osob zapa-
dajacych na choroby nowotworowe. Postepy w rozwoju biologii i medycyny powoduja, ze skutecznos¢ lecze-
nia nowotworow jest o wiele wyzsza; niestety postep ten w wiekszo$ci dotyczy krajow wysoko rozwinietych.
Zwazywszy, ze naukowcy badajacy procesy biologiczne w wigkszos$ci postuguja si¢ modelami badawczymi,
w tym zwierzgcymi, dobor takiego modelu ze wzgledu na jego odpowiednios¢ w stosunku do stawianych
problemow badawczych, a takze uwarunkowania ekonomiczne i etyczne jest niezwykle wazny. Na przestrzeni
ostatniej dekady nastgpit gwaltowny wzrost popularno$ci ryby danio prggowanego jako organizmu modelowe-
go w wielu dziedzinach badan biologicznych i biomedycznych. Ponizszy artykut przedstawia skrétowo moz-
liwosci zastosowania danio pregowanego jako modelu badawczego w badaniach nad biologiag nowotwordw.

Abstract

Social and economic development contribute to the increase in human lifespan. This, unfortunately, results
in increased incidence of cancer. Progress in biomedical research significantly increased survival rates in
cancer patients, but this increase is largely limited to more developed countries. Given that biologists usually
work with research models, including model animals, the choice of the model with regard to its relevance and
economic and ethical ramifications becomes crucial. Within the last decade rapid increase in popularity of
zebrafish as a model animal in biomedical research occurred. The following article delineates current uses and

opportunities that zebrafish presents in the field of cancer research.

Choroby nowotworowe jako problem spoleczny
i medyczny

Choroby nowotworowe nazywane sg chorobami
cywilizacyjnymi i czesto wzrost zachorowalnos$ci na
nie kojarzony jest ze stopniem zamoznos$ci i rozwoju
spoleczenstw, w ktorych wystepuja. Dane Swiatowej
Organizacji Zdrowia (WHO) do pewnego stopnia to
potwierdzaja. Ot6éz w 2012 roku, z ktorego pochodza
najswiezsze dane o zasiegu globalnym, 8.2 miliona
sposrdd 56 milionow zgondéw, prawie 15%, mozna
przypisa¢ réznego rodzaju chorobom nowotworo-
wym. Czesto§¢ wystepowania nowotworéw u mez-
czyzn w regionie okreslanym przez WHO jako ,.kraje
bardziej rozwinigte” (obejmujacym Europg, Ameryke
Poinocna, Australie, Nowa Zelandie i Japoni¢) wyno-
si 307 przypadkow na 100 000 mieszkancoéw rocznie,
a zwigzana z nowotworami §miertelnos¢ to 138 zgo-
néw na 100 000 mieszkancéw rocznie. Dla porow-
nania, w regionie okreslanym jako ,.kraje mniej roz-
winigte”, obejmujacym resztg Swiata, wskazniki te
wynosza odpowiednio 163 i 120. Poglebiona analiza

powyzszych danych wskazuje, ze jesli chodzi o ca-
toksztatt chordob nowotworowych, to podstawowym
czynnikiem ryzyka jest wiek pacjenta, co najpew-
niej wynika z procesu akumulacji mutacji, ostabie-
nia uktadu immunologicznego i kilku jeszcze innych
czynnikow. Tak wiec z biegiem lat, wraz ze zwigk-
szaniem si¢ oczekiwanej dlugosci zycia, zwigksza
si¢ czgstos¢ wystgpowania chordb nowotworowych
i dla systemow opieki zdrowotnej zamoznych krajow
o starzejacych si¢ spoleczenstwach leczenie choréb
nowotworowych staje si¢ powaznym obcigzeniem.

Organizmy modelowe w badaniach
nad nowotworami

Z uwagi na istotno§¢ problemu publiczne i pry-
watne ciata finansujagce badania naukowe kieruja
znaczace fundusze na badania zwigzane z leczeniem
nowotwordéw. Tysigce naukowcdw na catym $wie-
cie pracujg nad metodami pozwalajacymi na selek-
tywne zabijanie badz zahamowanie wzrostu komo-
rek nowotworowych, ewentualnie powstrzymanie




Wszechswiat, t. 117, nr 10—12/2016

ARTYKULY

przerzutowania, co zwigksza szanse na sukces kla-
sycznej terapii chirurgicznej badZ chemioterapii. Zeby
prowadzi¢ badania w laboratorium nad jakakolwiek
chorobg naukowcom potrzebny jest model badawczy.
Z reguly oznacza to uproszczony uktad biologiczny,
czyli organizm nizszego rzgdu, w ktorym jednak pe-
wien obszar proceséw biologicznych pokrywa sig
z tym znajdowanym u cztowieka, a wigec i w komor-
kach nowotworowych. Dobrym przykladem sa tutaj
drozdze (Saccharomyces cerevisiae 1 Schizosaccha-
romyces pombe) oraz jezowiec z rodzaju Arbacia,
na ktorych badania prowadzili Leland Hartwell,
Paul Nurse i Timothy Hunt, odkrywcy podstawo-
wych mechanizméw molekularnych regulujacych
podziaty komorkowe, za ktoére uhonorowani zostali
Nagroda Nobla w 2001 roku. W 2016 roku Nagrodg
Nobla otrzymat Yoshinori Ohsumi, naukowiec, ktory
z uzyciem drozdzy badat procesy autofagii, istotne
dla wielu procesow fizjologicznych i patologicznych,
w tym nowotworzenia. Wspomniane wyzej mecha-
nizmy w swej istocie sa wspodlne dla wszystkich or-
ganizméw eukariotycznych, wilaczajac czlowieka,
a ich znakomite zachowanie w ewolucji wskazuje na
ich krytyczng istotnos¢, ale takze doskonato$¢ znale-
zionego przez ewolucj¢ rozwigzania. Zaburzenia tych
wlasnie podstawowych proceséw regulacyjnych,
ktore w duzym stopniu wspotdzielimy z drozdzami,
leza u podstaw patogenezy bardzo wielu nowotwo-
row, prowadzac do nabywania przez zdrowe komorki
zdolnosci do nieskonczonych i niewtasciwie kontro-
lowanych podziatow komorkowych i w efekcie do
pojawienia si¢ nowotworu.

Jakkolwiek proste modele sprawdzaja si¢ w wielu
zastosowaniach, to majg swoje ograniczenia zwigza-
ne z réznicami w genetyce, fizjologii czy zdolno$ci
reagowania na leki. Na przestrzeni ponad stulecia na-
ukowcy testowali rozne organizmy jako potencjalne
modele badawcze. Do dzi§ w powszechnym uzyciu
sa np. nicienie (Caenorhabditis elegans), muszki
owocowki (Drosophila melanogaster) czy myszy
i szczury laboratoryjne (Mus musculus i Rattus norve-
gicus). Dla wszystkich tych organizméw rozwingty
si¢ liczne techniki modyfikacji genetycznych, ktore
pozwalajg na wprowadzanie mutacji odzwierciedla-
jacych stany patologiczne znajdowane u pacjentow
i tym samym tworzenie organizméw modelowych.
Nalezy jednak zauwazy¢, ze w przypadku uzywania
organizmow wyzszych, by¢ moze doskonalszych jako
model badawczy, ale jednoczesnie zdolnych do odczu-
wania bolu i stresu, w gre zaczynaja wchodzi¢ kwe-
stie etyczne. Stad tez wzglgednie niedawne pojawie-
nie si¢ nowego organizmu modelowego, ryby danio
pregowanego (Danio rerio), pozwala niejednokrotnie

pogodzi¢ wymogi odpowiednio$ci modelu z uwa-
runkowaniami etycznymi. Zalety danio prggowane-
go jako organizmu modelowego, majacego zastoso-
wanie w wielu dziedzinach badan biomedycznych,
przedstawione sg w artykule na stronach 255-263
biezacego numeru Wszechswiata; w tym miejscu
nalezatoby wspomnie¢ jednak o kilku cechach, kto-
re szczegoblnie predestynuja te rybke do roli modelu
w badaniach nad nowotworami. Jest to organizm,
ktory pozwolit zapeti¢ luke pomigdzy prostymi (np.
muszka owocowka) i zaawansowanymi (gryzonie)
modelami: prosty kregowiec, u ktoérego wystepuje
wiele narzadéw wspolnych z cztowiekiem (np. skora,
watroba, trzustka czy chociazby mozg), a takze po-
siadajacy uktad immunologiczny, co pozwala mode-
lowa¢ roéznego rodzaju biataczki. Opracowano takze
wiele technik pozwalajacych na modyfikacje gene-
tyczne danio, dzigki czemu mozna tworzy¢ zwierzgta
majace sktonno$¢ do zapadania na okreslone typy no-
wotworow, a takze przenosi¢ do modelu zwierzecego
mutacje znajdowane u pacjentow ludzkich i obserwo-
wac ich efekty w danio. Ponadto, dzieki dostepnosci
metod modyfikacji genetycznej, wytworzono zna-
czacy liczbe transgenicznych linii danio, w ktorych
poszczegdlne organy badz uklady wykazuja fluore-
scencje, co umozliwia przyzyciowa obserwacje ryby,
u ktorej np. naczynia krwiono$ne fluoryzuja na zielo-
no, makrofagi na czerwono, a neutrofile na niebiesko.
Mozna dzigki temu obserwowac nie tylko rozwdj no-
wotworu w czasie, ale rowniez reakcj¢ uktadu immu-
nologicznego gospodarza na komorki nowotworowe.

Dwa podstawowe podejsScia stosowane w bada-
niach nowotwordow z uzyciem D. rerio to badania
nowotworow powstajagcych w organizmie ryby oraz
transplantowanie do ryby komorek nowotworowych
pochodzacych z innych organizméw (np. ludzkich)
1 badanie interakcji pomigdzy nowotworem a gospo-
darzem. Wyniki uzyskiwane z uzyciem obydwu tych
strategii przedstawimy pokrotce ponize;j.

Nowotwory powstajace w organizmie Danio rerio

Proces powstawania i ewentualnego uztosliwiania
nowotworu jest wieloetapowy i z reguly obejmuje
uszkodzenia kolejnych pozioméw regulacji prolife-
racji i roznicowania komorkowego. Analiza zmian
genetycznych wystepujacych w komoérkach nowo-
tworowych pozwolita na zidentyfikowanie grupy bia-
ek, ktorych scisle kontrolowana aktywnos$¢ pobudza
wzrost komorek, a w przypadku utraty tejze kontroli
prowadzi do niekontrolowanego wzrostu. Biatka te
nazywane sg protoonkogenami, a w uszkodzonej for-
mie — onkogenami. W nowotworach wystepujacych
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u ludzi bardzo czgsto znajdowane sg mutacje w ge-
nach kodujacych biatka zrodzin RAS, RAF lubMYC.
Inna niezwykle istotna grupa bialek to tzw. supresory
nowotworowe — s3 one odpowiedzialne za hamowa-
nie i utrzymywanie wzrostu komorek pod kontrola.
W przypadku utraty funkcji takiego biatka z powodu
mutacji w kodujacym je genie, rowniez moze dojs¢
do niekontrolowanych podzialow komorkowych
i w efekcie do rozwoju nowotworu. Najbardziej chy-
ba znanym przedstawicielem tej grupy biatek jest
p53, produkt genu 7P53, ktory ulega réznego rodza-
ju mutacjom w ponad polowie nowotworow wyste-
pujacych u ludzi. Obydwa te systemy kontroluja si¢
wzajemnie i czgsto konieczne sa mutacje w genach
nalezacych do obydwu $ciezek, zeby doszto do nowo-
tworu. Uzasadniona wydaje si¢ tu analogia motoryza-
cyjna, méwiaca, ze dopiero jednoczesne naci$nigcie
gazu do podtogi (onkogen) i zepsucie hamulcow (su-
presor nowotworowy) gwarantuje wypadek. Wraca-
jac do danio, wiele istniejacych modeli choréb nowo-
tworowych jest efektem wprowadzenia do genomu
ryby mutacji znajdowanych u ludzi w genach kodu-
jacych protoonkogeny lub supresory nowotworowe.
W tabeli 1 zestawiono cztery sposrod wielu dostep-
nych modeli nowotworowych, ktore pokrotce sg omo-
wione ponizej. W przypadku specyficznej tkankowo,
ograniczonej do watroby ekspresji genu kodujacego
biatko KRAS z substytucja dwunastej reszty ami-
nokwasowej glicyny na reszt¢ waliny, ktora czesto
znajdowana jest w ludzkich nowotworach, nastepuje
gwattowny rozrost watroby o charakterystyce nowo-
tworowej [1]. Jednoczesnie autorzy tej publikacji po-
kazali, ze traktowanie ryb ze sztucznie wytworzonym
nowotworem watroby substancjami blokujacymi
sygnaty wzrostowe w komoérkach nowotworowych
prowadzi do zahamowania wzrostu tych komorek.
Tym samym nie tylko wykazali, Ze u danio prego-
wanego fenotyp mutacji przeniesionej od pacjentow
odpowiada temu znajdowanemu u ludzi, ale takze, ze
ryba jest dobrym modelem do testowania potencjal-
nych lekow przeciwnowotworowych. Inny ciekawy
model nowotworu watroby nie jest oparty na akty-
wacji protoonkogenu, ale na utracie funkcji supresora
nowotworowego p53 i jednoczesnej ekspresji genu
pochodzacego z wirusa powodujacego wirusowe za-
palenie watroby typu B (WZW B) [2]. Badania epi-
demiologiczne u ludzi wskazuja, ze zachorowanie na
WZW B nie tylko prowadzi do zaburzen funkcjonal-
nych watroby w rodzaju zwtoknienia czy marskosci,
ale tez zwigksza ryzyko pdzniejszego zachorowania
na raka watroby. Badania wykonane na modelu danio
wykazaty, ze obecno$¢ biatka HBx, pochodzacego
z wirusa, prowadzi do wspomnianego upo$ledzenia

struktury i1 funkcji watroby, ale dopiero skojarzenie
ekspresji HBx z inaktywacja p53 prowadzi do pro-
cesu nowotworowego. Innym nowotworem, ktérego
model stworzono w D. rerio jest czerniak [3]. Jest to
jeden kilku z nowotwordéw, na ktore ryby te zapada-
ja spontanicznie. Roznica pomigdzy spontanicznie
powstatymi czerniakami i wspomnianym modelem
polega na tym, ze w tym drugim do genomu ryby
wprowadzono okre$lona mutacje powodujaca, ze
w biatku BRAF, bedacym protoonkogenem, nastepu-
je zmiana V60OE (reszta waliny na reszt¢ kwasu glu-
taminowego), czgsto znajdowana u pacjentow. Oka-
zalo sig¢, ze u ryb z taka mutacjg na skorze pojawiaja
si¢ czarne znamiona bgdace skupiskami melanocy-
tow. W przypadku jednoczesnego wystgpienia muta-
cji w genie kodujacym supresor nowotworowy p53,
nastepuje gwattowny rozwoj masy nowotworowej
o charakterze czerniaka. Wspomniane powyzej mo-
dele stworzone zostaty tak, zeby zmiany genetyczne
ograniczone byly do narzadow, ktore interesowaly
badaczy. Przykladem innego podejscia jest kolej-
ny model badawczy, gdzie mutacja, podobnie jak
w pierwszym z omawianych modeli raka watroby,
wprowadzona zostata do genu KRAS, a jej efektem
jest zamiana dwunastej reszty aminokwasowej glicy-
ny na reszt¢ kwasu asparaginowego w kodowanym
przez ten gen biatku [4]. Réznica polega na tym, ze
w tym przypadku ekspresja genu kodujacego zmie-
nione biatko zachodzita we wszystkich tkankach
zwierzecia i w efekcie u ryb rozwinetly sie rézne no-
wotwory: migsak prazkowanokomorkowy, zaburze-
nia mieloproliferacyjne (dotyczace komorek krwi),
rozrosty w obszarze jelit, a takze zto§liwy nowotwor
wywodzacy si¢ z oslonek nerwow obwodowych.
Pokazuje to, ze przemiana protoonkogenu w onko-
gen moze prowadzi¢ do wystgpienia procesu nowo-
tworowego w prawie kazdej tkance i jednoczesnie,
ze identyczna mutacja (tu: G12D) moze prowadzi¢
do rozwinigcia si¢ bardzo réznych nowotworow,
w zalezno$ci od rodzaju komorek, w ktorych wystapi.
Czytelnikow zainteresowanych poglebieniem wiedzy
dotyczacej wykorzystania danio prggowanego jako
gospodarza endogennych nowotworow odsytamy do
pracy przegladowej w jezyku angielskim [5].

Danio rerio jako gospodarz transplantacji
ksenogenicznej

Jak wspomniano wyzej, w badaniach nad nowo-
tworami z uzyciem danio jako modelu badawczego
aktualnie stosowane sg dwa podstawowe podejscia:
mutageneza in situ i transplantacja ksenogenicz-
na, czyli transplantacja komoérek nowotworowych
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pochodzacych z innego organizmu (np. ludzkich) do
organizmu ryby. W Zaktadzie Biologii Molekularnej
Migdzynarodowego Instytutu Biologii Molekularnej
i Komoérkowej w Warszawie, kierowanym przez prof.
Macieja Zylicza, badania prowadzone s3 z uzyciem
metody transplantacji ksenogenicznej. W oparciu
o powstalg w ostatnich latach w ramach projektu FI-
SHMED infrastrukture umozliwiajaca hodowlg i ba-
dania nad Danio rerio, i we wspotpracy z posiada-
jaca duze doswiadczenie w uzyciu tej metody grupa
badawczg z Lejdy w Holandii, kierowang przez prof.
Ewe Snaar-Jagalska, prowadzimy badania dotyczace
wplywu mutacji w genie kodujacym biatko p53 na
chemiooporno$¢ i inwazyjno$¢ nowotworow, a takze
na zdolnos$¢ komorek nowotworowych do stymulacji
wzrostu naczyn krwionosnych gospodarza (angioge-
neze). Zdolnos¢ komorek nowotworowych do nacie-
kania otaczajacych tkanek w organizmie modelowym
jest pewnym odzwierciedleniem ich potencjatu me-
tastatycznego (sklonnosci do tworzenia przerzutow)
w organizmie pacjenta. Metodologia naszych badan
obejmuje wprowadzenie do genomu komorek nowo-
tworowych interesujgcych nas mutacji zmieniajacych
biatko p53, a takze wprowadzenie genu kodujacego
biatko czerwonej fluorescencji. Komorki te sg nastep-
nie podawane dozylnie do dwudniowych embrionow
rybich za pomocg szklanej igly o $rednicy okoto 40
mikrometréw, co w przyblizeniu odpowiada potowie
grubosci ludzkiego wlosa. Ryby uzywane do tych
doswiadczen sa zmodyfikowane genetycznie w taki
sposob, ze komorki ich srodbtonka wykazuja zielong
fluorescencje. Prad krwi porywa komoérki nowotwo-
rowe i w naczyniach obwodowych przylegaja one do
$rodbtonka. Ryc. 1A pokazuje trzydniowy embrion
rybi, ktory 24 godziny wczes$niej zostat nastrzyknigty
komorkami nowotworowymi w miejscu wskazanym
strzatka. Nastgpnie niektdre z zaimplantowanych ko-
morek pokonuja bariere srodbtonka i wydostaja sie
z naczyn krwionos$nych. Ryc. 1B pokazuje cztero-
dniowy embrion rybi, dwa dni po iniekcji. Na po-
wigkszeniach widoczne sg komorki wewnatrz naczyn
krwiono$nych (czerwone strzatki) i takie, ktore wy-
dostaty si¢ z naczyn (zielone strzatki). W przypadku
uzytych w tym do$wiadczeniu komorek pochodza-
cych z raka pluca, w czgsci ogonowej zwykle wytwa-
rza si¢ kolonia komorek, z ktérej komoérki penetruja
przylegajace tkanki rybie. Na Ryc. 1C pokazany jest
o$miodniowy embrion rybi, sze§¢ dni po iniekcji,
z zaznaczonym regionem kolonizacji przez komorki
nowotworowe, a na powigkszeniach zdjecia kolonii
komorkowych pochodzace z kilku ryb. Kolonie te,
jak mozna zauwazy¢, wykazuja rézny stopien in-
wazyjnosci, co powinno odzwierciedla¢ potencjat

metastatyczny tych komorek u pacjenta. Mozliwe jest
takze badanie interakcji pomigdzy komorkami nowo-
tworowymi a organizmem gospodarza poprzez np.

Ryc. 1 Ksenotransplantacje komoérek nowotworowych do danio pre-
gowanego. Na wszystkich panelach kolor zielony pokazuje komorki
$roédblonka, a kolor czerwony wstrzyknigte komorki nowotworowe. (A)
Trzydniowy embrion danio pregowanego, 24 godziny po wstrzyknigciu
komorek nowotworowych. Miejsce wstrzyknigcia zaznaczone czerwona
strzatka. (B) Czterodniowy embrion rybi, 48 godzin po wstrzyknigciu ko-
morek. Widoczne sa komorki wewnatrz naczyn krwiono$nych (czerwone
strzatki) i komorki opuszczajace te naczynia (zielone strzatki) (C) O$mio-
dniowy embrion rybi, 6 dni po wstrzyknigciu komorek nowotworowych.
Obszar otoczony ramka na panelu C prezentowany w powigkszeniu po-
nizej. Wyraznie widoczna lokalna infiltracja tkanek przez komérki nowo-
tworowe, ktore wydostaty si¢ z naczyn krwiono$nych.
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traktowanie komorek lekami przed wstrzyknigciem
do ryby, podawanie lekoéw do wody, w ktorej zyja
ryby czy tez modyfikacje genetyczne rybiego gospo-
darza, prowadzace do braku pewnych chemokin lub
komorek uktadu odpornosciowego (jak makrofagi
czy neutrofile) i obserwowanie wplywu tych mani-
pulacji na przezywalno$¢ i inwazyjno$¢ komorek
nowotworowych. Z uzyciem podobnych technik nasi
wspotpracownicy z Holandii pokazali, ze ludzkie ko-
morki nowotworowe z nowotworu piersi umieszczo-
ne w organizmie danio prggowanego wchodza w in-
terakcje z rybimi neutrofilami i reagujg na chemokiny
wydzielane przez komorki rybie, zmieniajac swoja
inwazyjnosc [6].

Danio rerio pozwala rdwniez na przeprowadza-
nie doswiadczen okreslajacych potencjat angiogenny
transplantowanych komorek nowotworowych [7].
W warunkach naturalnych guz nowotworowy, po
osiggnieciu pewnej granicznej wielko$ci, nie jest
w stanie pozyskiwaé czynnikow odzywczych po-
przez dyfuzje. W zwigzku z tym, azeby przezy¢,
komoérki nowotworowe muszag wytworzy¢ zdolnosé
indukowania wzrostu naczyn krwionosnych gospo-
darza, ktére to naczynia nastepnie odzywiajg rosnacy
guz. W tym celu komorki nowotworowe wydzielaja
rozne bialka, z ktorych najwazniejsze to naczyniowy
srodblonkowy czynnik wzrostu (VEGF). Komorki
$rodbtonka wykrywaja zrodto VEGF-u i rosng w jego
kierunku. Modelowanie tego procesu w embrionach
danio pregowanego polega na wstrzyknigciu niewiel-
kiej liczby komorek do przestrzeni periwitelarnej
(pomigdzy dwie warstwy blony otaczajacej zottko)
dwudniowych embriondéw i, po 24 godzinach, poréw-
nanie morfologii naczyn krwiono$nych ryb nastrzyk-
nietych i nienastrzyknigtych. Obserwowane naczynia
to najczesciej podjelitowy kompleks naczyniowy
(ang. SIV), ktory u ryb dwu- i trzydniowych tworzy
rodzaj ,,siodetka” w gornej czesci zottka (Ryc. 2A).
W przypadku obecnosci czynnikow angiogennych,
wydzielanych przez nastrzyknigte komorki, z kom-
pleksu tego wyrastaja pierwotne naczynia krwiono-
$ne, rosngce w kierunku zrodta VEGF-u (Ryc. 2B).
Mozliwe jest rOwniez przemieszczenie i rozrost cate-
go kompleksu SIV (Ryc. 2C). Tego rodzaju badania
pozwalaja na ilosciowa i jakoSciowa ocen¢ procesu
wzrostu naczyn krwiono$nych w okolicy guza no-
wotworowego, a takze na testowanie skutecznosci
modyfikacji genetycznych oraz $rodkow farmakolo-
gicznych w hamowaniu wzrostu tych naczyn i tym
samym zahamowaniu wzrostu guza. Automatyzacja
procesu obrazowania i analizy obrazu pozwala na
przeszukiwanie duzych bibliotek zwigzkow bio-
logicznie aktywnych z uzyciem zaawansowanego

ewolucyjnie organizmu — kr¢gowca, jako modelu ba-
dawczego, co byto wezesniej niemozliwe. Zastosowa-
nie takiego podejscia doprowadzito juz do zidentyfi-
kowania pierwszego zwiazku chemicznego, wstgpnie
wyselekcjowanego z uzyciem danio prggowanego,
a wykazujacego aktywnos$¢ antyangiogenng w mode-
lu badawczym opartym na komoérkach ludzkich [8].

Ryc. 2 Oznaczenie aktywnos$ci angiogennej komérek nowotworo-
wych. Na wszystkich panelach kolor zielony pokazuje komorki $rod-
btonka, a kolor czerwony wstrzykniete komorki nowotworowe. Komorki
nowotworowe wstrzykniete zostaly do dwudniowych embrionéw rybich
i pozostaly w miejscu wstrzyknigcia. Ryba nienastrzyknigta (A) i ryby
nastrzyknigte komoérkami nowotworowymi wykazuja r6zng morfologie
naczyn krwiono$nych.
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Na przeciwnym krancu spektrum metod mikro-
skopowych uzywanych w badaniach nad danio
pregowanym lokuje si¢ metoda mikroskopii $wietl-
noplaszczyznowej (ang. lightsheet microscopy). Me-
toda ta pozwala na niezwykle doktadne obserwacje
procesow zachodzacych w organizmie zywej ryby,
z jednoczesng minimalizacja fototoksycznosci wy-
wolanej przez uzywane powszechnie w mikroskopii
fluorescencyjnej §wiatto laserowe, za to o mniejszej
przepustowosci, jesli chodzi o liczbe obrazowanych
zwierzat. Artykul szerzej omawiajacy t¢ technike
mozna znalez¢ w biezagcym numerze Wszechswia-
ta na stronach 263-269. W naszych badaniach nad
nowotworami metoda ta znajduje zastosowanie
w obrazowaniu komodrek nowotworowych wstrzyk-
nietych do uktadu naczyniowego danio. Zdjecia wy-
konane w technice stereoskopowej (Ryc. 1 i 2) po-
zwalaja wstepnie oceni¢ fenotyp kolonii komorek
nowotworowych, ale w celu jednoznacznego ustale-
nia, czy komorki te przywarly do $rodblonka, badz
opuscity naczynia krwionosne — obydwa te etapy sa
konieczne do powstania przerzutu nowotworu — ko-
nieczne jest uzycie metody pozwalajacej osiagnaé
wyzszg rozdzielczo$¢ i zanalizowa¢ badany obiekt
w trzech wymiarach. Na Ryc. 3 przedstawiony jest
ten sam obszar ryby, co na zblizeniach na Ryc. 1C,
ale zobrazowany technika mikroskopii $wietlno-
plaszczyznowej, co pozwala na wykonanie przekro-
jow w dowolnej plaszczyznie. Porownanie przekro-
jow w plaszczyznach strzatkowej (S) i poprzecznej
(P) pozwala stwierdzi¢, ze cata kolonia komorek
nowotworowych znajduje si¢ na zewnatrz uktadu na-
czyniowego. Jednoczesnie wida¢, ze w zyle ogono-
wej (ZO) znajdujg si¢ jeszcze poszczegdlne komor-
ki nowotworowe (Ryc. 3A 1 3C, czerwone strzatki).
Z kolei na obszarze najwigkszej swojej ekspan-
sji poza naczynia komorki nowotworowe uciskajg
zarowno zyle, jak i tetnicg ogonowg (TO), powodujac
znaczace zmniejszenie ich §wiatla, co wida¢ wyraz-
nie na Ryc. 3B na przekroju poprzecznym.

Podsumowujac, wydaje si¢, ze po dekadzie two-
rzenia modeli choréb, rowniez nowotworowych, i po
stworzeniu bogatego zestawu narz¢dzi do manipula-
cji genetycznych, Danio rerio zaczyna by¢ akcepto-
wany przez srodowisko naukowe jako pelnoprawny
model badawczy. Ma oczywiscie swoje ograniczenia
w stosunku do modeli mysich, ale z drugiej strony od-
powiada na wspoélczesne wyzwania natury etycznej,
zwigzane z prowadzeniem do$§wiadczen z uzyciem
zwierzat laboratoryjnych. Co wiecej, niektore z tych
doswiadczen, jak np. wysokoprzepustowe przeszuki-
wanie bibliotek zwigzkéw chemicznych, na przyktad
w poszukiwaniu lekow przeciwnowotworowych, sa

po prostu niewykonalne z uzyciem gryzoni, a moga
by¢ zautomatyzowane z uzyciem tej ryby. Stad tez
uwazamy, ze danio prggowany ma duze szanse spet-
ni¢ poktadane w nim nadzieje i cieszymy si¢, ze
réowniez w Polsce powstaja kolejne osrodki naukowe
uzywajace tego organizmu modelowego.

J' Plaszcayzny:
strzatkowa

poprzeczna

Ryc. 3 Obrazowanie ksenotransplantéw metoda mikroskopii Swietl-
noplaszczyznowej. O$miodniowe embriony rybie, sze§¢ dni po nastrzyk-
nigciu, obrazowane za pomocg mikroskopii $wietlnoptaszczyznowej. Na
wszystkich panelach kolor zielony pokazuje komorki $rodbtonka, a ko-
lor czerwony wstrzyknigte komorki nowotworowe Oznaczone przekroje
w plaszczyznach strzatkowej (S) i poprzecznej (P); oznaczona tgtnica
ogonowa (TO) i zyta ogonowa (ZO). Czerwone strzatki wskazuja komor-
ki nowotworowe wewnatrz naczyn krwionosnych.

Tab. 1 Zestawienie wybranych modeli choréb nowotworowych stwo-
rzonych w Danio rerio i opisanych w tekscie

Narzad Transgen Efekt biologiczny
Nowotwor watroby z mutacja w genie
Watroba | KRAS (G12V) | KRAS i platforma do testowania
lekow [1]
Nowotwor watroby wywotany
Watroba | HBx ekspresja genu kodujacego biatko
a wirusa HBV, wymaga dodatkowo
mutacji w p53 [2]
X Czerniak z mutacja w genie BRAF,
Skora BRAF(V600E) wymaga dodatkowo mutacji w p53 [3]
Roézne KRAS (G12D) Roézne narzady [4]
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K AMPANIA EDUKACYJNA ,,BADZ ZDROW JAK RYBA”
JAKO PRZYKEAD DZIALAN POPULARYZATORSKICH

e

&

Streszczenie

Artykut prezentuje kampani¢ edukacyjng ,,Badz zdrow jak ryba” realizowana przez Migdzynarodowy Insty-
tut Biologii Molekularnej i Komorkowej (MIBMiK) w Warszawie oraz efekty zwiazane z realizacjg progra-
mu. Celem akcji jest edukowanie w zakresie biologii i badan naukowych prowadzonych w Instytucie. Cheac
W przyjazny sposob przyblizy¢ dzieciom wspotczesne nauki biologiczne w zakresie uzupetiajacym ich wie-
dze szkolng i1 zachecajacym do szerszego poznawania tej dziedziny nauki w przyszlosci, Instytut przygoto-
wat program warsztatow edukacyjnych dla dzieci, ksigzeczke 1 materiat wideo pod wspdlnym tytutem ,,Badz
zdrow jak ryba”.

Abstract

This article presents the “Be Healthy as a Fish” educational program organized by the International Institute
of Molecular and Cell Biology (IIMCB) in Warsaw and the positive effects resulting from the campaign. The
aim of the program is to educate in the field of biology and research conducted at the Institute. In order to focus
on the field of biology in a way that complements the children’s classroom curriculum and encourages them
to broaden their interests in biology in the future, the Institute created a workshop, a booklet and a movie each
under the title “Be Healthy as a Fish”.




